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Verwendung von Interferon-gamma (IFN-gamma) enthaitenden Praparationen zur Behandlung von Schmerzen 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Interferon- 
gamma (IFN-gamma) enthaitenden Praparationen zur kurz- 
frlstigen Beseitigung von Schmerzen. Zur Schmerzbesetti- 
gung kann das Interferon entweder als Bolus oder bis zu ei- 
ner 24-stundigen Dauerinfusion intravends sowie intramus- 
kular, subkutan, tntrakutan, intraartikular oder intrathekal 
verabreicht werden. Je nach Schwere der Erkrankung war- 
den 2OObis200O Millionen Internationale Elnheiten als einma- 
lige Oder mehrmalige Injektion bzw. Infusion gegeben. Elne 
Schmerzbeseitigung wird bei Viruserkrankungen, Krebser- 
krankungen, rheumatischen Erkrankungen und Erkrankun- 
gen mit nicht gestcherter Genese wie Morbus Crohn er- 
reicht. 
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Patentanspruche 



1. Verwendung von Interf eron-Gairana enthaltenden Praparationen 
zur Behandlung von Schmerzen. 

2. Verwendung nach Anspruch 1 zur Behandlung von Ober- 

f lachenschmerz, Tief enschmerz und visceralem Schmerz. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Interf eron-gamma enthaltende 
Preparation zusatzlich andere Interferone und/oder andere 
durch Leukozyten gebildete Mediatoren enthalt- 

4. Verwendung von Interf eron-gamma enthaltenden Praparationen 
nach einem der Anspruche lbis3, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Praparationen in einer 
intravenos, intramuskular , subkutan, intrakutan, intra- 
artikular oder intrathekal zu verabreichenden Applikations- 
form vorliegen. 

5. Verwendung von Interf eron-gamma enthaltenden Praparationen 
nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Verabreichungsf orm 

200 bis 2.000 Millionen Internationale Ref erenzeinheiten 
(entspr. 1 ng bis 10 mg) Interf eron-gamma aufweist. 
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Verwendung von I nterf eron-garama . { « rfl.-2ai"iic' i ■enthaitenden 

Praparationen zur Behandlurig von'Schmferzeri 3A 36637 

Alle bekannten Interferone werden auf Grund von Homologien 
sowohl zwischen den Nukleotidsequenzen ihrer Strukturgene 
als auch zwischen ihren Aminosauresequenzen eindeutig in 
drei Gruppen eingeteilt, die als IFN-alpha, IFN-beta urid 
IFN-gaxnma bezeichnet werden. 

Die verwendeten Bezeichnungen folgen der neuesten Empfehlung 
des "Interferon Nomenclature Commitee", die von J. Vilcek 
1983 in Archives of Virology Vol. 77, S. 283-285 verof f entlicht 
wurden. Zusatzlich zu den genannten Hauptkriterien kann 
zur Charakterisierung der IFN-ganuna Gruppe herangezogen 
werden, daB keine immunologische Kreuzreaktion mit den beiden 
anderen Gruppen erfolgt sowie ihre biologische Instabilitat 
bei pH 2 im Gegensatz zu I FN- alpha und IFN-beta. 
IFN-ganuna wird in einem komplexen Froze B von den T-Lymphozyten 
des Inununsysteins auf Stimulation mit Mitogenen oder spezifi- 
schen AntikSrpem zusamnien mit einer Reihe anderer Faktoren (Mediatoren) 
ausgeschuttet, weshalb es auch mit diesen zusammen als Lympho- 
kin bezeichnet wird. Dariiber hinaus existieren etablierte 
bzw. trans formierte Zellinien, die IFN-gamma konstitutiv 
produzieren, wie von N. Fujii et al. in J. Immunology 130, 
S. 1683-1686, und A. Zlotnik et al. in J. Immunology 131, 
S. 794-800, beschrieben. 

Bin bevorzugtes Verfahren zur Gewinnung von humanem Roh-IFN- 
gamma wird nachfolgend beschrieben. Als Ausgangsmaterial 
dienen lymphozytenreiche Plasmaf raktionen von Blutkonserven, 
sogenannte "buffy coats", die gepoolt und durch schonende 
■ Zentrifugation bei 600 - 800 g von Plasraaresten befreit 
werden. Die pelletierten Gesamtleukozyten werden in vorgewarm- 
tem Medium mit einer Dichte von 5 MiUionen Zellen/ml suspen- 
diert. Die Zell suspension wird in aliquots in geeigneten 
KultivierungsgefaBen nach Zugabe eines Mitogens ,( z .B. Phyt- 
hamagglutinin) und Phorbolester (z.B. Phorbolmyristylacetat 
\PMA)) bis zu 70 Stunden bei 37 Grad C auf einem Schuttler 
inkubiert. Die IFN-gamma-haltigen Kulturuberstande werden 
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durch Zentrif u^ati-6n gewbnheri und: konnen bis zur «r- 
verwendung bei 4 Grad C gelagert werden. Dblicherweise ent- 
halten die so gewonnenen Praparationen etwa 10.000 Inter- 
nationale Referenzeinheiten IFN-ganuna pro ml. 
Der IFN-gamma Gehalt wird durch einen CPE-Reduktionstest 
in geeigneten Indikatorzellen (z.B. WISH).init einem Testvirus 
(z.B. EMC der Maus) gegen den Ref erenzstandard Gg 23-001-530 
des National Institute of Health (USA) als antivirale Aktivi- 
tat des Praparates bestimmt. 

Weitere Methoden zur Gewinnung von IFN-gamma Praparationen 
werden von Y. K. Yip et al . in "Infection and Inununity" , 
Oct. 1981 r S. 131-139, Vol. 34 und in den US-PS 4376822 
sowie 4376821 beschrieben. 

Ein grundsatzlich anderer Weg zur Gewinnung von humanen 
IFN-gamma- Praparationen wird mit der Rekombination eines 
Strukturgens in geeignete Wirtszellen und die Expression 
dieses Gens beschritten. Auch wenn es sich bei dem Strukturgen 
um eine eindeutige definierte Sequenz aus Nukleotiden handelt, 
ist die Zusammensetzung des mit Hilfe der Wirtszelle herge- 
stellten Praparates nicht notwendigerweise mit einem natiirlich 
vorkoiranenden humanen IFN-gamma identisch. 

Als Wirtszellen zur Aufnahme des Humangens konnen Bakterien 
dienen (z.B. E.coli wie von G. Simons et al . in Gene 28, 
S. 55-64, 1984, beschrieben) oder Hefen (z.B, Saccharomyces 
cerevisiae wie von R.*" Derynck et al. in Nucleic Acid Research 
11, S. 1819-1837, 1983, beschrieben) oder eukaryotische 
Zellen (wie z.B. Chinese Hamster Ovary Cells wie von S. 
J. Scahill et al. in Proc. Acad. Sci. USA 80, S. 4654-4658, 
1983, Affenzellen wie von P. W. Gray et al . in Nature 295, 
S. 503-508, 1982, beschrieben). 

In einigen von diesen Systemen reichert sich entweder IFN- 
gamma in der Kulturf liissigkeit an und erreicht mehr als 
100.000 Internationale Referenzeinheiten pro ml oder es 
wird im Wirt selbst angereichert und stellt dort bis zu 
25 Prozent des Proteingehalts der Zelle dar. 
Die Anreicherung bzw. Reinigung der nach den vorstehend 
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beschriebenen-y.er.f.aHre>i ^r^ialtciien IFN-gamma Praparationen 
kann nach den folgenden Methoden einzeln oder in Kombination 
erf olgen: 

1. Controlled Pore Glass (CPG) oder Silica-Gel; 

2. Gel filtration (z.B. AcA 54 oder Sephacel S 200); 

3. lonenaustauschchroinatographie (CM-Sepharose oder Phospho- 
cellulose oder DEAE-cellulose) ; 

4. Affinitatschromatographie (Con A-Sepharose oder Poly-U- 
Sepharose oder Cu-Chelat-Sepharose ) ; 

5. inununaffinitatschromatographie (Anti-IFN-gamma-Sepharose) ; 

6. HPLC (RP 8). 

Entsprechende Verfahren wurden von Y. K. Yip et al . "Partial 
Purification and Characterization of Human Gamma (Immune) 
Interferon" in Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 78, S. 1601-1605, 
1981 Oder von D. Novick et al., EMBO Journal 2, S. 1527-1530, 
1984 Oder in der DE-PS 31 36166 A 1 beschrieben. 

Durch geeignete Kombinationen ist eine Reinigung bis 2ur elek- 
trophoretischen Homogenitat moglich, z. Zt. liegt die dabei 
erreichte spezifische Aktivitat bei 100 - 200 Millionen 
Internationalen Ref erenzeinheiten. 

Klinisch werden gewohnlich Praparate eingesetzt, die 100.000 - 
200 Millionen Internationale Ref erenzeinheiten pro mg Protein 
enthalten, d. h. 1 Microgramm Wirkstoff enthalt bis zu 200.000 
Internationale Ref erenzeinheiten . 

Wie die anderen Interferone ist auch IFN-gamma eine Substanz 
mit antiviraler, antiproliferativer und iromunmodulierender 
Wirkung. Aufgrund seiner in vitro starkeren antiprolif erativen 
Wirkung als IFN-alpha und IFN-beta wurde es bisher nahezu 
ausschliefllich bei Patienten mit malignen Erkrankungen einge- 
setzt (Came, P. E. und Carter, W. A.: Interferons^ and their 
"applications. Springer Verlag: Berlin, Heidelberg, New York, 
Tokyo, 1984; De Maeyer, E. D. und Schellekens, JJ. (Hrsg.): 
The biology of the interferon system 1983. Elsevier Science 
Publishers: Amsterdam, New York, Oxford, 1983). 
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Schmerzen stellen sehr unangenehme Empfindungen dar, Schinerzen 
tun weh. Nach der Herkunft warden drei verschiedene Arten 
unterschieden: Oberf lachenschmerz (ausgehend von der Haut), 
Tiefenschmerz (ausgehend von Muskeln, Knochen, Gelenken und 
Bindegewebe) und visceraler Schmerz (ausgehend von den Einge- 
weiden). Schinerzen werden durch gewebsschadigende Reize (Noxen) 
erzeugt. Diese konnen mechanischer , thermischer oder chemischer 
Art sein. Diskutiert wird die Moglichkeit, ob fur alle Schinerzen 
ein gemeinsamer Schmerzstoff verantwortlich ist, der durch die 
Noxen aus den Geweben freigesetzt wird (Sclmidt, R.F. : Somato- 
viscerale Sensibilitat : Hautsinne, Tief ensensibilitat , Schmerz. 
in: Schmidt, R.F., Thews, G.'(Hrsg.) Physiologie des Menschen. 
Springer Verlag: Berlin, Heidelberg, New York, 1980). Fur die 
Schmerztherapie kommen in Betracht: Lokalanasthesie, Leitungs- 
anasthesie, Lumbalanasthesie, Analgetika, Narkose, psychische 
Einwirkung, Devitalisation, Neurektomie, Chordotomie und 
Thalamotomie (Hensel, A.: Somato-viszerale Sensibilitat. 
In: Keidel, W.D. (Hrsg.) Kurzgef afites Lehrbuch der Physiologie. 
Thieme Verlag: Stuttgart, 1979). 

Der bisherige Kenntnisstand ist, dafi bei einer Therapie mit 
interferonen in vielen Fallen als Nebenwirkungen Schmerzen 
auftreten. Nur beim Herpes zoster bewirkt eine Behandlung 
mit iFN-beta eine deutliche Linderung der Schmerzen (Heide- 
mann, E. et al.: Giinstiger Verlauf des Herpes zoster bei 
immunsupprimierten Patienten unter Behandlung mit Fibroblasten- 
interferon. Onkologie 7, 210-212, 1984). Dies ist aber nicht 
verwunderlich, da die Erkrankung und die Schmerzen auf die 
Reaktivierung eines Virus in den sensiblen Nervenfasern 
zuruckgehen. Durch die Therapie des Herpes zoster mit IFN-beta 
wird die Ausbreitung des Exanthems gestoppt und die Abheilung 
der Effloreszenzen beschleunigt , was mit einem Verschwinden 
der Schmerzen einhergeht. 

Im Rahmen unserer klinischen Prufungen mit naturlichen jjnd rekombi- 
nanten IFN-gamma enthaltenden Praparationen konnte unerwartet ge- 
funden werden, daU diese Substanzen Schmerzen innerhalb 
kurzer Zeit beseitigen konnen. Das trifft fiir alle bisher 
gepruften Erkrankungen zu: Viruserkrankungen , Krebserkrankungen , 
rheumatische Erkrankungen und Erkrankungen mit nicht ge- 
sicherter Genese wie Morbus Crohn. 
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nach einer Injelftion die Schwerien; ailr&'tend beseitigt und die Patien- 
ten in ihrer Motorik nur noch wenig Oder liberhaupt nicht mehr einge- 
schrankt sind. Dieses Ergebnis ilberrascht, da die bisher klinisch ge- 
sicherten Wirkungen der Interferone dies nicht vermuten lieBen. 

NatOrliches IFN-gainma und rekombinantes IFN-gamma kOnnen wie folgt do- 
si ert werden: 

Die Substanzen kdnnen als Bolus Oder bis zu einer 24-stundigen Dauer- 
infusion intravenSs sowie intramuskuiar (einschl. paravertebral bzw. 
periartikuiar). subkutan, intrakutan, intraartikulSr oder intrathekal 
verabreicht werden. 

Bei alien Applikationen werden je nach Schwere der Erkrankung gegeben: 

200 bis 2.000 Millionen Internationale Einheiten als einmalige Injek- 
tion bzw. Infusion. Bei mehrmaliger 6abe kann diese Dosis 

a) an aufeinanderfolgenden Tagen 

b) alle 2 bis 6 Tage 

c) einmal pro Woche 

d) alle zwei bis vier Wochen 

e) einmal pro Monat oder 

f ) jedesmal bei Auftreten von Schmerzen 

injiziert bzw. infundiert werden. 

FDr die praktische Anwendung empfiehlt es sich, die Behandlung mit nie- 
drigen Dosen, beispielsweise mit Dosen von 20.000 bis 2.000.000. jeweils 
abhangig vom KSrpergewicht, die Therapie zu beginnen. 
Zur Steigerung der Effektivitat der Interferon-gamma-Praparation k5n- 
nen folgende Substanzen zusatzlich gegeben werden: 

a) andere Interferone und/oder andere von Leukozyten gebildete Mediato- 
ren 

b) in der Therapie bisher verwendete Antirheumatika. 

Zur Herstellung der jewel ligen Darreichungsform werden die dera Fachmann 
bekannten Hilfsstoffe verwendet. 
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Beispiel 



Patient: 
Diagnose : 
Substanz : 

Applikationsweise : 
Therapieschema : 
Ergebnis: 



N. N. 

Zoster oticus 

humane iFN-gamma-Praparatibn aus 
menschlichen Leukozyten 

intramuskular 

0,5 X 10^ I.E. iiber 5 Tage 

Der Patient war innerhalb von 3 Tagen 

schmerzf rei. 



B e i s p 



i e 



Patient : 
Diagnose: 



Substanz : 

Applikationsweise: 
Therapieschema : 



Ergebnis: 



G. Sch.r mannl.f 57 Jahre 
Hypernephrom mit Knochenmetastase 
im Oberarmschaft rechts. Oberarm 
kann aufgrund der starken Schmerzen 
nicht bewegt werden. 
humane iFN-gamma-Praparation aus 
E. coli 
intramuskular 

jeweils viermal pro Woche IFN-garama 
in steigender Dosis bis zu 1600 [xg, 
beginnend mit 100 pg in der ersten 
Woche . 

Bereits eine halbe Stunde nach der 
1. Injektion fiihlte sich der Patient 
schmerzfrei und konnte wieder mit 
dem rechten Arm Bewegung^n ausfuhrenr 
die friiher nicht moglich waren. Der 
Patient steht wegen des Hypernephroms 
noch unter Therapie und ist weiterhin 
schmerzfrei . 
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B e i s p i "e 1 



Patient: 
Diagnose: 



Substanz: 

Applikationsweise: 
Therapieschema : 



Ergebnis: 



Lu. mannl. 

schwere chronische Polyarthritis seit 
liber 10 Jahren, Deformation an Handen 
und FiiBen, bei Einlieferung in die 
Klinik nicht bewegungsf ahig , bisher 
keine Besserung des Leidens moglich. 
humane IFN-gamma-Praparation aus mensch- 
lichen Leukozyten 

subkutan 



dlungstag 


Dosierung 




1. 


0,1 


X 


10° 


I.E. 


2. 


0,5 


X 


10^ 


I.E. 


3. 


0,5 


X 


10^ 


I.E. 


4. 


1,0 


X 


10^ 


I.E. 


5. 


1,0 


X 


10^ 


I.E. 


8. 


1,5 


X 


10^ 


I.E. 


9. 


1,5 


X 


10^ 


I.E. 


10. 


1,5 


X 


10« 


I.E. 


11. 


1,5 


X 


10« 


I.E. 



Am 6. Behandlungstag zeigte sich eine 
wesentliche Besserung der Schmerzen in 
den unteren Extremitaten; ab dem 11. 
Behandlungstag war der Patient vollig 
schmerzf rei . 



Beispiel 4 



Patient: J.B., 44 Jahre, 57 kg 

Diagnose: Morbus Crohn, Crohnindex* 290 

Substanz: humane iFN-gamma-Praparatidn aus 

menschlichen Leukozyten 
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Applikationsweise : 

Therapies chema und 
Ergebnis: 
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intramuskular bzvz. intravenos 



Behandlungs- 
tag 



Dosis 
I.E-xlO^ 



Appl . - 
weise 



Crohn- 
index 



1. 


0,02 


i .m. 


290 


2. 


0 ,03 


1 .m. 




3. 


0 ,05 


i. .m. 




4. 


0,1 


i .m. 




8. 


0 , 02 


i . V . 


O Q 


9. 


0,03 


i . V. 




10. 


0,05 


i . V . 




11. 


0,1 


i . V . 




15. 


0,1 


i .m. 


X J ^ 


17. 


0,1 


i .m. 




19. 


0,1 


3. .m. 




22. 


0,1 


i . V . 


1 "^0 
X o\j 


24. 


0,1 


i.v. 




26. 


0,1 


I.V. 




29. 


0,2 


i .m. 


1 A'^ 

Ji 


31. 


0,2 


i.m. 




33. 


0,2 


i .m. 




36. 


0,2 


i.v. 


92 


38. 


0,2 


i.v. 




40. 


0,2 


i.v. 




43. 


0,5 


i.m. 


47 


45. 


0,5 


i .m. 




47. 


0,5 


i.m. 




50. 


0,5 


i.v. 


59 


52. 


0,5 


i .V. 




54. 


0,5 


i.v. 
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